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INTRODUCCI ON

El incremento de enfermedades cardiovasculares en los
hablitantes de 1la ciudad de México debldo a diversas causas
(stress, contaminacidn, mala alimentacidn. =tc.) han propleciado
que el uso de medicamentos en el trataniento de éstas sea
mayor, asi como el ntimerc de activos y de presentaciones
disponibles en el mercado, por lo que cuando un medicamento es
incluido en el cuadro bidsico de medicamento: del Sector Salud, y
los Laboratorioes Farmacéuticos los produc.en, para que estos
puedan ser comercializados requieren la autorizacidn de 1la
Secretaria de Salud.

Dentro de los requisitos que debe reunir un medicamento para
ser aulorizada su venta y distribucidn se incluyen los Estudios de
Estabilidad Quimica ya que en base a estoc :c oblLiene el periddo
de vida util o caducidad que se le otorga al medicamento; este

»estudio debe realizarse con Métodos Analiticos Validados, cuando
no se cuentan con ellos es necesario desarrollarlos de acuerdo a
las caracteri{=zticas del activo, de la forma tarmacdéutica y de los
recurcos materiales disponibles.

Este trabajo reporta el desarrollo de loc Mdtodos Analiticos
por Cromatografia en Capa Fina para los principlos activos
Baruenril y Kifedininae en formas farmacéuticas sédlidas C(tabletas

¥ cipsulas de gelatina blanda respectivamented, asf{ como la
validacidn para el método cromatografico de #ifedinina.
Por otra parte para Sentenail tabletas, con el método

desarrollado no fue posible realizar la valorscidn del active por



problemas., tales como las interacclones de este con las rases

astaclonarias probadas, por le cual no fué posible valldar el

nétodo cromatogrifico.

Sin embargo el método de cromatogralfia en capa
fina desarrollado y validado para las capsulas de gelatina blanda
de Nifedipina detecta los cambios de concentracidn del activo en
diferentes condiciones como temperatura y humedad, por lo que se
concluye que éste es especifico y puede ser utilizado como un

método para evaluar la estabilidad quimica de la Jifedinina.



I. FUNDAMENTACION DEL TEMA

Los nuevos productos farmacéuticos deben cumplir con
especificaciones minimas requeridas por la Secretaria de Salud,
referentes a Estabilidad, que a su vez deben sustentarse en
mgtodos de andlisis adecuados.

Resulta necesarlo contar con Métodos Anal{ticos Validados®
Jque” permitan la evaluacidn de la Estabilidad Quimica de Captopril
en tabletas y de Nifedipina en cdpsulas de gelatina blanda. siendo
ambos medicamentos de reciente inclusidn en 1 Cuadroe Bdsico de
Medicamentos  del Sector Salud, empl eandoids  en el drea de
Cardioclogia.

El Captopril C(N-[(2-S)-3-mercapto~2-metilpropill-L-prolinad
se emplea para disminuir la Hipertensidn Arteriul en pacientes que
no responden a otros hipotensores como las. combinaciones de
fi-bloqueadores y vasodilatadores; el Capteopril debe su aceidn
antihipertensora a la inhibicidn de la enzina peptidil-peptidasa
que es la encargada de la transformacidn de Angiotesina I a
Anglotesina II (sustancia presora de gran potencia D, del sistema
Renina-Anglotesina que interViene en la manutencidn de la
presldén sanguinea y de la modulacidn del balance de sodio en el
organismo.

De los inhibidores del sistema Renina-Angiotesina actualmente
disponibles estan, como se indicaba anteriormente, los
fi-bloqueadores pero su falta de especificidad y la necesidad de
una administraclidn parenteral, entre otres facteres, los ha

limitado en su uso; sin embargo el Captopril por ser muy activo y

¢ "Proyecto de Norma Técnica sobre los Requisitos Minimos para
las Pruebas de Estabilidad para Medicamentos y Materia Prima’’,
Anteproyecto elaborado por el Colegio Nacional de QFB, A.C., 18991,
revisade preliminarmente por la Secretaria de Salud.
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eflicaz por via oral, ademds de Lener pocos efectos secundarios se
ha convertido en un medicamento de eleccidn para el tratamiento de
la Hipertensidn Arterial.?

De la informacidn con que se cuenta acerca de éste fdrmaco la
mayoria versa sobre su farmacologia ya que se trata de un activo
relativamente nueveo, sintetizado por Cushman y colaboradores en
1977.3 referente a los mdtodos analiticos la mayoria se enfoca
a la wvaloracidn del activo como materia prima, encontriandose
reportados meétodos espectrofotométricos, volumétricos y
cromatogrdficos, entre éstas técnicas la de gases y la de alta
presidn de liquidos, en relacidn a la capa fina los reportes
indican que son empledas para pruebas de identidad y pureza del
fdrmaco.

En estudicos realizados por Timmins,* en el que evalua la
Estabilidad de Captopril en solucidn acuosa, efectila la valoracidn
quimica mediante la cromatografia de gases, aportando datos de
gran valor, ya que indica los factores que afectan al fdrmaco, asi
como las vias degradativas observadas durante su estudio.

Actualmente no se cuenta con informacidn que reporte la
estabilidad quimica del Captopril en formas farmacéuticas sdlidas
Ctabletas), evaluada mediante Cromatografia en Capa Fina por lo
que resulta conveniente el desarrollo y validacidn de esta técnica
como un método analitico alternativo.

En lo concerniente a la Nifedipina (éster dimet{lico del
Aecido 1,4 ~dihidro-2,6~ dimetil- 4-(2-nitrofenild-3,85- piridin
carboxilicod que se emplea en el tratamiento y prevencidn de la
insuficiencia coronaria crdnica o aguda, en casos de angina de=
pecho, de post-infarto y como agente antihipertensivo.

La Nifedipina a concentraciones bajas bloquea la entrada de
iones calcic a el musculo liseo vascular y arterias sanguineas, lo

que conduce a la vascdilatacidn coronaria y alivio del espasmo; la

2 Goodman y Gilman, »The Pharmacologlical Basis of
g‘herapeuu cs Ba.edition., Pergamon Prees, USA, 1980, pag.774.
. Ibid. pag.6S52.

Timmins, P. ~Factors affecting Captopril stability in aqueous
solution«, Int.J. Pharm. vol.11, 1982, pag.329-336.



vasodilatacidén también se produce en vasos periféricos leo que
disminuye 1la resistencia vascular periférica y por lo tanto
desciende la postcarga, éste es un mecanismo adicional que
contribuye al efecto antlanginoso ¥y a la eficicncia en la angina
crdénica inducida por el esfuerzo fisico, gracias a esta Ultima
aceidn los bloqueadeores de calcio como la Nifedipina también
pueden ser eficaces en el tratamlento de la Hipertensidén, por
ser un potente vasodilatador coronario.s

.~ . Los estudios realizados a este fdrmaco desde su sintesis en
1968 han estado enfocados principalmente a 1a evaluacidén de su
farmacolcgia.° Yy en especial a su farmacocindtica en donde se ha
empleado la Cromatografia en Capa Fina de manera semicuantitativa
para detectar a sus metabolitos en orina 7; en otros estudios
reportadeos, como el de Zhang e y Musumarra . hacen uso de la
Craomatografia en Capa Fina para la identificacidn de Nifedipina y
otros compuestos andlogos terapéuticamente, en otras fuentes
bibliogrificas se reportan métodos analiticos volumétricos,

espectrofotométricos y colorimétricos para la evaluacidn del

firmaco como materia prima, ‘o. 1, 2
i Goth., +~Farmacologia Médicar 11a edicidn, Doyma, Espafa,
5984 + pag.730.

Bowman y Rand, «Farmacologia, Bases Bioquimicas y
Patoldgicas, Aplicaciones Clinicase, 2a. edicidn, Interamericana,
México, 1984, cap.22.

’ Kl aus, s“Pharmacokinetics and Metabolism of Nifedipine:,
lPlg_xpel-Len:ioh. supp.11, vol.5, No.4, 1883, pag.18-24.

Zhang, wIdentificalion of Nifedipine .and 1its analogs',
Yigua Gongye. 18, (86, 1987, pag.226-227.

Musumarra, +“Qualitative organic analysis ldentification of

drugs by principal components analysis of standarized thin-layer
chromatographic data in four eluent systems., J.Chromatogr .
:/ol.350. 1985, pag.151-1683.
Patel, "A rapid colorimetric methad for the estimation of
tlllfedipine--. Indian J. Pharm. Sci, 46 €3>, 1986, pag.126-128.
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, Sa. edicidn,
'ﬁecretaria de Salud, Méxiceo, 1988.
i USP XXII ,USA, 1990.



A. Propiedades Fisico-quimicas
1. CAPTOPRIL,

a. Principio Active,

12> Fdérmula Desarrollada:

2) Férmula Condesada: Ce His NOaw S,
3) Nombres Quimicos:
N-((25) -3-mercapto-2-metilpropil ]-L-prolina
1-C3-mercapto-2-D-metil -1 -oxopropild~L-prolina (S,S)
(Chem. Abst. 62571 -86-21

43 Peso Molecular: 217.29
5) Propiedades Fisicas:
a) Descripcidn: polvo eristalino blanco, de sabor dcido ¥y con olor
caracteristico a mercaptano.
b Solubilidad:
Ligeramente soluble en agua y eter etilico
Soluble en metanol, etanol, cloroformo, isopropanol y cloruro de
metileno.
¢) Punto de Fusidn: 103°C - 106°C.
d) Rotacidn dptica: en solucidn etandlica al 2% o= -126° -~ 133°,
@) Constantes de Disoclacidn dclda, indicada como valores de pKa:

pKai1=3.7 pkaz2=9. 8.
8) Vias de Degradacidn:

Se oxida a Disulfuro de Captopril en presencia de humedad, de
metales pesados, en medio alcalino y por el oxigeno del aire.
7) Farmacodinamia:
a) Absorcldén: rdpida y luego lenta, 75% del activo se absorbe en

el tracto gastro intestinal.



b) Unidn a proteinas: se une de un 25% a 30%,

Albumina.
__cJ‘ Biotransformacidén: hépatica.
d) Vida media : no menos de 3 horas.

e) Eliminacidn: de 40% a $50% renal, sin cambia,

metabolitos Cmezcla de disulfuros).

b, Tabletas.

12> Formulacidn
Cada tableta contiene:

Captopril . . . . . .28 mg
Exciplente c.b.p. . .1 tableta
Excipientes:

Almidén de maiz

Lactosa anhidra

Primojel Calmidén glicolato sdédicad
Estereato de Magnesio

Aerosil-200 (Didxido de siliciod

2) Especificacicnes como Producto Terminado *

el

principalmente a

resto en

Aspecto: tabletas uniformes. de color ligerancnte crema,

Friabilidad: no mis del O0.8%

Dureza: no menos de 3 Kg.

Humedad: no mids del 2% por la técnica de Karl

Desintegracidn: no mis de 30 minutos.
Peso Promedio: 120 mg-rtableta.
Valoracidn: 25 mg-tableta (€90-11020

*#Nota: especificacionas ectablecidas en &l lugar

desarrollo el trabajo experimental.

Fischer.

donde

se



2. NIFEDIPINA
a. Principio activo,

13> Férmula Desarrollada:

NOz
HaCOOC ‘ l COCCHs
HaC, CHs

2) Férmula Condensada: Ci? Hie Nz Os.
3> Nombres Quimicos:
Ester dimetilico del Acido 1,4-dihidro-2,6-dimetil-4-
C2-nitrofenild)-3,5-piridin carboxtlico.
Dimetil 1,4~ dihidro-2,6~ dimetil-4-Co-nitrofenil)-3,5-
piridin carboxilato.
[Chem. Abst. 21829-25-41).
4) Pesc Molecular: 346.34
S) Propiedades Ficicas:
ad Descripclidn: polve amarillo microcristalino, inodeore, muy
fotosensible.
bd Solubilidad:
Insoluble en agua.
Moderadamente soluble en metancl y etanol.
Facilmente soluble en acetona, cloruro de metileno y cloroformo.
€D Punto de Fusidn: 171°C - 175-C.
&) Vias de Degradacidn:
Por exposicidn a la luz blanca se oxida a 4-C(28-nitrosofenild-
2,6-dimetil piridin-3,5-dicarboxilato dinetilico.
Por exposicidn prolongada a la radiacidén ultravioleta se
oxida 4~ (2-nitrofenil) -2,6- dimetil piridin- dicarboxilato
dimetilico.



7> Farmacodinamia:

al)” Absorcidn: mds del 90% de la dosis es absorbida, sin embargo
la biodisponibilidad se reduce hasta un valor de entre 60% y 75%.
b) Unién a Proteinas: de 82% al g8%.

c) Blotransformacidn: hépatica, con un pronunciado efecto del
primer paso.

dd Vida Media: bifdsica. en la fase corta con un tiempo de 2.5 a
3 horas y la fase larga con un tiempo de S§ horas.

@) Eliminacidn: renal, alcanzando un BOX% (como metabolitos y

trazas sin cambios); biliarsfecal con un 20% cono metabolitos.

b. Cipsulas de Gelatina Blan

1) Formulacidn

Cada cdpsula contiene:

Nifedipina . . . . . 10 mg
Excipiente c.b.p. . . 1 ecdpsula
Excipientes:
Pollietilenglicol ~400

Glicerol

Esencia de menta
Sicarina sdédica

2) Especificaciones para Producta Terminado
Aspecto: Cdpsulas oblongas rojas, contenlendo l{quido de color
rojizo y con olor a menta,
pH de la solucidn: 5.0 -8.0.
Densidad de la solucidn: 1.13-1.15 g-ml.
Humedad de la soluclidn: no mids del 12% por la tdenica de Karl
Fischer.
Desintegracidén: no mids de 30 minutos.
Peso promedio: 700 mg-scdpsula.
Valoracidn: 10 mgr/cdpsula €S0 - 110 2O.

xNota: oupaecificacionen establecidas en ol  tugar dondae "o

desarrollo el trabajo experimental.



B. Validacion

1. DEFINICIONM
a. Procesos.

»“Pone a prueba el proceso con el objeto de determinar sus
pardmetros éptimos de operacidn y su metodologia de control para
as{ reproducir eficazmente lote tras lote un producteo farmacéutico
acorde a las especificaciones de calidad establecidas-. ?

b. Métodos Analjiticos.

“Se define como el proceso por el cual queda establecido, por

estudios de laboratorio, que la capacidad del métode satisface los

requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas:. 1

2. Pidrametros Evaluados
a. Exactitud.

1) Definicidn

~Es la concordancila entre un valor obtenido experimentalmente
Yy el valor de referencia. Se expresa como el % de recobro obtenido
del andlisis de muestras a las que se les ha adiclonado cantidades
conocidas de la sustancia-.'®
2 Desarrollo Experimental

Se determina con los datos, de cuando menos, sels placebos
cargados. de manera independiente, con la cantidad necesaria de la
sustancia de interéds para obtener la concentracidn del 100 por
clento, utlilizando @l método propuesto. Hacliendo el andlisic en
las mismas condiclones de operacidn y por el mismo analista.
3> Evaluacidn

Se calcula el porclento de recobro y el coeficiente de
variacidén CCVI, con los datos obtenidos, C(ver anexo 1D.

ta Carredén Zepeda, J.,Validacidn de Procesos de Fabricacidn de

Productos No Estériles, David Curiel B.Ceditor). Validacidn de
l;"rccesos Farmaceéuticos, Méxice D.F., 1882,

“Validacidn: Métodos Analiticos:, comité de elaboracidn de
Guias Oficiales de Validacidn de la Direccidn General de Conirol
de Insumos para la Salud, Secretaria de Salud, México, 1091,

15
Ibid. pag.2

10



La evaluacidn también se puede efectuar empleando el
contraste de hipdtesis mediante el estadigraro de contraste t de
fFtudent, al comparar una t eXxperimental con una t de tablas.(ver
anexo 13,
4> Criterio

El porciento de recobro debe ser mayor o igual al 88% y menor
o igual al 102%. es decir estar comprendido en este intervalo. El
valor del CV debe ser menor o igual al 2%, para indicar que el
método puede ser considerado como exaclo.

En lo que respecta al contraste de hipdtesis, para considerar
al método exacto, no se debe rechazar Ho y la t experimental no

deberd ser mayor que la t de tablas.

b. Precisidn.

1D Definicidn

»Es el grade de concordancia entre resultados analiticos
individulales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes muestras de una muestra homoyenea del producto.
Usualmente se expresa en terminos de desviacidén estdndar o del
coficiente de variacién..*®

La precisidn es una medida del grado de reproducibilidad y/o
repetibilidad del método analitico bajo las condiclones normales
de operacidn.
‘I Repetibilidad
1) Definieidn

wEs la precicidn expresada como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas
condiciones Canalista, tiempo, aparato, laboratorio, ete.d>.. 7
2) Dasarrollo Experimental

Se efectua con el conjunto dea datos obtenidos de muestras
independientes de placebos cargadeos C(cuando menos sels), con la

concentracidn equivalente al contenido tedrico.

1 ~Validacidén: Mdtodos Analiticos:, comite de elaboracidn de

Guias Oficiales de Validacidn de la Direccidn General de Control
d7e Insumos para la Salud, Secretaria de Salud, México, 1891.
1y

Ibid. pag.2

111



32 Evaluacidn

Con los datos obtenidos se calcula el porciento de recobro y
el CV. Tambien se puede inferir la repetibilidad empleando el
contraste de hipdtesis y al estadistico de prueba Jji cuadrada
cxi® Yy evaluando una xi® experimental y una xi? de tablas, Cver
anexo 1D,
4) Criterio

El porciento de recobro debe estar comprendido entre el 884
y el 102%, asi mlismo el CV debe ser menor o igual al 2% para
considerar al método como preciso.

En lo que respecta al contraste de hipdtesis no se debe
rechazar Ho y la xZ experimental debera ser menor o igual a la
xi? de tablas.

II. Reproducibilidad
1> Definicidén

«Es la precisidn expresada como la concordancia entre
determinacicnes independientes relizadas bajo condiciones
diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo
y7/o en diferentes laboratorios, utilizando el mismo yso diferentes
equipos, etc. >, ®
2) Desarrallo Experimental

Se determina de una muestra homogenea de placebo cargado
cercana al 100% de la concentracidn tedrica, analizada cuando
menos por 2 analistas en 2 dfas y por triplicado.
3> Evaluacidn

Con los datos obtenidos se calcula el CV total. Tamblen se
puede evaluar la reproducibilidad mediante un andlisis de
varlanza, y determinar la variacidn de los factores analista, dia
e interaccidn analista-dia, con el empleo de la distribucidn F
Cver anexo 1), evaluandose para cada factor una F experimental y
una F de tablas.
43 Criterio

El CV total debe de se menor o igual al 2%.

»Validacidn: Métodos Analiticos:, comité de elaboracidn de
Guias Oriciales de Validacidn de la Direccidn General de Control
de Insumos para la Salud, Secretaria de Salud, México, 1891.

18



La F experimental para cada uno de los factores evaluados

debe se menor que la F correspondiente de tablas.

c. Linearjdad,
13 Definicidén

+La linearidad de un sistema o método analitico es su
habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los cuales
puaden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacidn matemitica blen definida, son proporcionales a la
concentracidn de la sustancia dentro de un intervalo
determinado-. *®
2) Desarrallo Experimental

Se determina a partir de placebos cargados de cuando meneos
tres diferentes niveles de concentracidén de la sustancia de
interds, cada nivel de manera 1independiente., como minime cada
nivel con Lres muestras.
3> Evaluacidn

Con los dates obtenidos se calcula la cantidad recuperada
4;ar.;\ posteriormente proceder a graficar cantidad adicionada vs
cantidad recuperada y poder calcular la pendiente Cmd, la ordenada
al origen Cad) y el coeficiente de correlacidn Crd, mediante una
regresién lineal.

También puede evaluarse la linearidad mediante el porciento
de recobro y el CV a cada nivel de concentracidn empleada. Cver
anexo 1),

4) Criterio

Para que un método analitico sea considerado como lineal en
el rango de concentracidn empleado el - valor de la pendiente Cmd
debe aproximarse a 1, la ordenada al origen (ad ser cercana a O y
el coeflciente de correlacidn C(rd mayor de 0.90.

Los % de recobro a cada nivel y los globales de todo el
intervalo deben estar comprendideos entre un 98% y 102% asi como

los valores de CV deben ser menores o iguales a un 2%.

it ~Validacidn: Métodos Analfticos:, comite de elaboracidn de

Guias Oficiales de Validacidén de la Direccidn Gerenal de Control
de Insumos para la Salud, Secretaria de Salud, México, 1891.
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d. Especificidad,
13 Definicidn

«“Es la habllidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida unicamente a la sustancia de Interds y no a otros
componentes de la muestra-. 20
2) Desarrollo Experimental

En casoc de contar con los posibles productos de degradacidn,
preparar muestras de placebo aRadido de éstos y la sustancia de
interds y analizar con el método propuesto.

Si no se cuenta con los productos de degradacidn es necesario
degradar la muestra bajo diferentes condicicnes, de acuerdo con
las propledades fisico-quimicas del compuesto, sugliriendose los
sigulentes métodos:

- Colocar la sustancla de interés, el placebo y muestras del
lote del producto en un horno a 70°C~120°C o a 20°C por debajo del
punto de fusién de la sustancia de interéds durante un numerc de
dias apropiado.

~ Exponer la sustanclia de interés, el placebo y muestras del
lote del producto a la luz ultravioleta ¢ a la luz fluocrescente
y-7o a humedad.

~ Si es necesario, hacer soluciones de la sustancia de interés
ajustando el pH de 1~-2 yro a 10-12 y colocarlas a §0°-80°C durante
2-4 semanas.

-~ Si se trata de formas farmacéuticas liquidas o semisdlidas
puede degradarse por oxidacidn Ccen perdxido de hidrdégenod y
permanecer 2-4 semanas a temperatura amblente.

3) Criterio

Verificar que los productos de degradacidn y~ o sustancias

relacicnadas no interfieran en la cuantificacidn de la sustancia

de interés utilizando el método desarrollado.

2 »Validacidn: Mdétodos Analiticos», comité de elaboracidn de

Guias Oficliales de Validacidn de la Direccidn General de Control
de Insumos para la Salud, Secretaria de Salud, México, 1991.
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e. Limite de Deteccidn

1) Definicidn

+Es la minima concentracién de una sustancia en la muestra la
cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada,
bajo las condiciones de operacidn establecidas«. **
@) Desarrollo Experimental

Varia de acuerdo al método analitico, del procesa instrumen-
tal, o de acuerdo a las diferentes tdcnicas cue son usadas. Se
puede efectuar comparando los resultades del anlisls de muestras a
una concentracién conocida Cexpresada en % ppm < ug) con muestras
blanco, o© bilen mediante la evaluacidédn de placebos cargados a
concentraciones menores al 25% de la tedrica, por triplicado.
30 Evaluacidn

Con los datos obtenidos se calcula la cantidad recperada y se
grafica como en el parametro de linearidad, .alcular pendiente
¢m> ordenada al origen Cad, coeficlente de corrolacidn Crd y error
tipico de estimacidn (gy/x). Cver anexo 1D.
3) Criterio

En la grdfica construida al trazar wuna paralela a una
distancia de 1.96 ;y/x con respecto al valor de Y, el intercepto

con el eje de la ordenada se considera como el limite de deteccidn.

C. Estabilidad Quimica
1. DEFINICION
.~ -« «Propiedad de una forma farmacdutica contenida en un
determinado material de empaque para manlener entre limites
especificados y durante el tiempo de almacenamiento y uso, las

caracteristicas fisicas, quimicas, microbloldgicas, terapduticas y

tédxiecas que tenla en el momento de ser fabricada-. 2?

2t “Validaclidn: Métodos Analiticos:, comite¢ de elaboracidn de
Guias Oficiales de Validacidn de la Direceldn General de Control
51_9 Insumos para la Salud, Secretaria de Salud, México, 1991,

= “Proyecto de Norma Técnica sobre los requisitos minimos para
las pruebas de Estabilidad para medicamentos y materia prima-.
Anteproyecto elaborado por el Col. Nac. de QFB AC , México, 1881.
Revisado preliminarmente por la Secretaria de Salud.



2. ESTUDIO DE ESTABILIDAD
a. Defipicidn
#Serie de pruebas y/o ensayos dque permiten pronosticar o

establecer la vida Gtil y determina las condiciones de
3§

almacenamientos. ®

b. Estudio de Estabilidad acelerada

10 Definicidn

vMétodo o médtodos validados por medic de los cuales la
establlidad de una formulacidn a  temperatura ambiente puede
predecirse. por almacenamiento de é&sta, bajo condicicnes que
aceleren el cambio de una manera definida y proncsticable--.z‘
2> Caracteristicas

El producto en estudio es sometido a condiciones ambientales
exageradas, principalmente a elevadas temperaturas, durante un
tiempo minimo de tres meses, con los datos que se obtienen se

puede pronosticar la vida util C(con caracter transitoriod.

D. Creomatografia

El termino cromatografia es dificil de definir rigurosamente
debido a la variedad de sistemas y técnicas a que ha sido
aplicado. La caracteristica comidn de todas ellas es que los
componentes de la muestra se distribuyen entre dos fases. una de
las cuales es flja y se denomina +restacionariac, mientras que la
otra se desplaza, filtra o fluye sobre la superficie, a través de
los intersticlos de la fase fija, ¥y se designa fase »movil .

En su sentido mis amplio la cromatografia designa al proceso

2a **Preyectc de Norma Técnica sobre los requisitos minimos para

las pruebas de Estabilidad de medicamentos y materia prima®’.
anteproyecto elaborade por Col. Nac. de QFB AC., México, 1691,
revisado preliminarmente por Secretaria de Salud.

Ibid. pag.3.
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fisico~quimico de separacidn, basado en la diferencia de
velocidades y equilibrio heterogéneo que =se establece cuando
emigran los componentes de una mezcla a Lravés de una fase
estacionaria bajo la influencia de una fase mavil.

La fase estacionaria puede ser sdélida o liquida y la fase
mévil  liquida & gaseosa, Y de acuerdo a los mecanismos de
distribucidn de los componentes de la muestrz entre las dos fases

se pueden efectuar las siguientes combinaciones:

Fase mévil Fase estaclio- Mecanismo de Cromatograf{a.
naria. Distribucidn.
- gas ligquide Particidn Gases
gas sdlido Adsorcidn Gases
liquido sdélido Adsorcldén Capa Fina
Columna
liquido liquido Particidén Papel
Columna

Cromatografia de Particidn. Se establece cuando la fase
estacionaria es un liquido que se mantlene f(ijo por adsorcidn
sobre un sélido inerte y poroso, en tanto que 1. fase mdvil es un
gas o liquido. La fase estaclonaria esta permanentemete saturada
cor la fase mévil y viceversa, de tal manera que la separaclidn se
define por la solubilidad relativa de los componentes de la
muestra en las dos fases.

Cromatografia de Adsorcidén. Cuando la fase estacionaria es un
sdélido se efectua un proceso de adsorcidn y la separacidn se
realiza mediante adsorciones y desorciones sucesivas de la muestra
entre ambas fases. De acuerdo a la diferencia de afinidad de los
compuestos con la fase estacionaria ze lleva a cabo la separacldn
de tal manera que los mds adscrbldes se desplazan menos que los

que se adsorben poco, esta diferencia esta dada por el
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coeficliente de distribucidn (KD, que se define de la siguiente

manera:
_ cantidad_de soluto por_unidad de fase_estacionaria
cantidad de soluto por unidad de fase mévil

La sigulente curva muesira una isoterma de adsorcidn tipica
que relaciona la cantidad de solute que es adsorbideo sobre la
superficie de un sdlido con la concentracidn del solute en la

solucidn que hace contacto con el sdlido.

Cs
S —
Cm
.cancontracign Set soluto en la {ase ogtacionaria sy,
goncontarcidn del solulo an la fase mdwil (Cmi.

En la cromategrafifa gas-liquido, el mecanismo de distribucidn
se caracteriza por la particidén del soluto, definido por la
presidn de vapor parcial del soluto en solucidn.

En la cromatografia gas-sélido normalmente el mecanismo de
distribucidn es la adsorcidn, pero puede también ser capturada
dentro de la estructura microscdplca del sdlido o por una reaccidn
quimica reversible con el sdlido.

En la cromatografi{a liquido-sdlido el mecanismo generalmente
es la adsorcidn sobre la superficie del sdlide o por una reaccidn
reversible que resulta del intercambio de iones © de la formacidn
de complejos.

En la cromatografia liquido-liquida el mecanismo de
distribucidn es la particidén del solute, definida por 1la
solubilidad relativa en los dos liquidos.

Tambidn los métodos cromatograficos se dividen en tres
categorias dependiendo de como se introduce la muestra y como se
desplaza a travds de la fase estacionaria, siendo estas:

1) Andlisis por Elucidn. La fase mévil inerte fluye a traves
de la placa o© columna arrastrando los componentes de la muestra

que ha sido adicionada en una sola poreidn y se van separande en
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zonas, conforme fluye el disolvente.

2) Andlisis por Desplazamiento. Se emplea una fase mdvil
activa para desplazar la muestra, que se adsorbe mis fuertemente
que los constituyentes de la mezcla por separar, este desplazador
sustituye completamente a los componentes de la muestira en la fase
estacionaria y los obliga a migrar por el cromatograma.

3> Andlisis Frontal., Se observa cuando se efectua la
aplicaecidn continua de una mezela Ccomponentes—~fase mévild, de tal
manera que uno los componentes se va adsorbiendo fuertemente en la
parte superior de la fase estaclonaria (cromatografia de columnad

mientras que los otros fluyen por el cromatograma.

1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatograrfia en capa fina es la tédcnica mediante la cual
se logra la separacién de los componentes de una muestra y
consiste en la aplicacidn de una sustancia o mezcla de sustancias
en solucidn en la base de una placa, la que es puesta en contacto
con un disolvente © mezcla de disolventes, fase mévil, y que
ascliende por capilaridad a través del material adherido a 1la
placa, siguiendo un proceso de adsorcidn., Cuando el frente de
elucidn alcanza la parte superior de la placa, se interrumpe el
ascenso y se evapora la fase mévil de la placa, para proceder al
revelado (si es necesariod y andlisis del cromatograma.
- Durante el anilisis de un cromatograma se emplea el Factor de
Retardo (R como un pardmetro de referencia y comparacidn para
evaluar el desplazamiento de lalCs) sustancialsd) analizadaCsd y
esta definido como:
Rf=

distancia_recorride_per_una sustancia
distancia recorrida por ol aiatema de elucidn

las distanclas evaluadas desde el punto de aplicacidn.
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II. PLANTEAMIENTO DEIL. PROBLEMA

Todo producto farmacéutico debe cumplir con especificaciones
de identidad, efectividad, pureza, potencia e inocuidad, asi misma
e importante que mantenga sus caracteri{sticas fisicas, quimicas,
microbloldgicas, terapéuticas y tdédxicas, asegurando la integridad
de la formulacidn durante un tiempo determinado para que durante
este lapso, el medicamento cumpla con los fines para los que fue
creado. *®

Un medicamento puede ser alterado o modificado por lan
condiciones de almacenamiento, por lo que es un requisito realizar
estudios de estabilidad para poder pronosticar y establecer
mediante pruebas a diferentes condiciones la vida utll y las
condiciocnes &ptimas de almacenanamiento para que el medicamento no
sufra disminucidn en su contenido de principio activeo y por ende
la disminucidn de la potencia farmacoeldglica y terapéutica del
fdrmaco, es decir asegurar la integridad de la formulacidn en el
material de empaque.

Para poder realizar la evaluacidédn de la estabilidad quimica
de un medicamento se requieren de métodos analiticos, la eleccidn
de estos depende de la naturaleza quimica del fdrmace, de la
complejidad de la forma farmacéutica, de la disponibilidad de
equipo, instrumentos y reactivos. asi como de su validez, Dentro
de los métodos analiticos empleados para evaluar la estabilidad
quimica se encuentra la Cromatograffa.

A través de la Cromatografia se puede realizar la separacidn,
cuantificacidn y/o deteccidn de una gran variedad de sustancias
aun si estas se encuentran en concentraciones de microgramos, como
pueden estar los productos de degradacidn durante un estudio de

estabilidad de un medicamento.

Proyecto de Norma Técnica sobre los Requisitos Minimos para
las Pruebas de Estabilidad de Medicamentos y Materia Prima-.
Anteproyecto elaborado por el Col. Nac. de QFB A.C., Mdxico, 1001,
revisado preliminarmente por la Secretaria de Salud.
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Al ser el Captopril Ctabletasd ¥y la Nifedipina Ccdpsulas de
gelatina blandad, medicamentos recientemente incluidos en el
Cuadro Bdsico de Medicament‘os surge ' la necesidad de desarrollar
métodos analiticos que permitan la evaluacidn quimica de estos y
ser capaces de detectar productos de degradacidn . La
cromatografia en capa fina es el métode de eleccidn por ser:
sensible , reproducible, sencillo, ripido y econdmico, accesible a

todos los Laboratorios Farmacduticos. N
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III. OBJETIVOS

DPesarrollar un Método Analitico utilizando la Técnica
de Cromatografia en Capa Fina para Evaluar 1la
Estabilidad Quimica de Captopril en tabletas.

Desarrollar un Método Analitico utilizando la Técnica
de Cromatografia en Capa Fina para Evaluar 1la
Estabilidad de Nifedipina en cdpsulas de gelatina

blanda.

Validar 1los Métodos Analiticos desarrollados.



IV. HIPOIESIS

En base a las formulaciones y de acuerdo a las
propledades fisicoquimicas de los principios activos
CCaptopril y Nifedipina) se estableceran los Métodos
Analiticos por Cromarografia en Capa Fina que
Evaluaran la Estabilidad Quimica de los mismos en

tabletas y cipsulas de gelatina blanda respectivamente.
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V. PARTE EXPERIMENTAL
A. Material

Cromatoplacas de Silica Gel GFas¢ de 20x29 em. y 0.25 mm de grosor
CAlugram G/UVased

Cimaras de Elucidn de vidrio de 20x20x10 cm.
Micropipetas de 500, 100 y 50 ul,

Matraces Volumétricos de 10 y 25 ml.
Matraces Erlenmeyer de 125 ml.

Pipetas Volumétricas de 5 y 10 mi.
Picndémetro de 10 ml.

Embudos de vidrio, talle corto.

Iubos de ensaye.

Probetas de 100 ml.

Vasos de precipitado de SO y 100 ml.

B. Equipo

Balanza Analitica <(Sartorius 2004MP, d=0.01 mgd
Limpara reveladora UV-25 CUVGL~25 254,366
Espectrofotdmetro UV/VIS (Perkin-Elmer Lambda 3AD
Potenciometro (Beckman ¢ 34pH Meterd

Titulador Automitice Karl-Fischer CMettler DL18>
Friabilizador Elecsa

Desintegrador Elecsa

Estufas de Establlidad a 30+, 45~ y BO=C.

Cdmara ClimiAtica a 37 C y 70X HR C(Claft Humicab &0d
Parrillas de agitacidn

C. Reactivos

Acetato de etilo r.a. merck
Acido acético glacial r.a merck
Acido sulfurico r.a. merck

Benceno r.a. merck
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Claoruro de metlileno r.a. merck

Hidréxido de amonio (28%0 r.a. merck
Hidréxido de sddio Chojuelasd r.a. merck
Metanol r.a. merck
Peréxido de hidrdégeno €30%) r.a. merck
Tetracloruro de carbone r.a. merck

Agua destilada

Cristales de Iodo r.a. merck

Estdndar secundario de Captopril con referencia a estindar
primario USP.

Estdndar secundario de Nifedipina con referencia a estdndar

primario USP.

D. Metodologia
1. TECNICA DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
a. Caplopril

1) Preparacién de las soluciones
ad) Solucidén de referencia.

Se prepard una seoluclidén volumétrica de concentracidn 10 mg/ml
en una mezcla de etanol:agua (C1:1D.
b) Solucidn de la Muestra

Con el polvo obtenido de la pulverizaclidn de no menos de 20
tabletas, se pesd el equivalente a 250 mg de Captopril,
transfiriendose a un matraz volumdtrico de 25 ml, se disolvéd y
aford al volumen con la mezela de etanol:agua C1:1D.

c) Sistema de Elucidn

Se prepard la solucldén eluyente, con la mezcla de Benceno y
Acido Acétice glacial en una relacidén de 70: 30.
2) Procedimiento
ad) En una placa cromatogridfica de 8x20 ¢m y a una altura de 2 cm
de la base se aplicaron 25 ul de la solucldén de referencia y de la
solucidn problema, en carriles separados.
b) Se dejd secar por § minutos la cromatoplaca y se procedid a la
elucidn de la misma.
c) La cdmara de elucidn se saturd durante 30 min. con 30 ml del
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sistema de elucidn, dejando desarrollar la cromatoplaca hasta unos
2 cm antes de el limite superior de la placa.

d) Al termino de la elucidn se sacd la placa de la camara de
elucidédn, dejandose evaporar los disolventes hasta que no se
percibidé el olor a dcido acdtico, se procedid al revelador de la
cromatoplaca empleando una cdmara saturada durante 5 min. con
vapores de lodo.

e Una vez revelado el cromatograma se efectud el cidlculo del

factor de retardo (RfD para cada una de las manchas observadas.

b. Nifedipina
1) Preparacldén de soluciones.

Nota: las soluciones se protegieron de la luz, empleando
material cublerto de actinio o cubriéndolo con papel oscuro.
a) Solucidn de Referencia,

Se pesaron 12 mg de Nifedipina sustancia de referencia, en u
matraz volumétrico de 10 ml, adicionando 5 ml de cloruro de
metileno, disolviendo y aforande con metanol.

b)) Solucidén de la muestra

Se virtidé cuantitativamente en un matraz velumétrico de 25 ml
el equivalente al contenido de tres cidpsulas de Nifedipina,
adicicnando 10 ml de cloruro de metileno, se mezeld y llevd al
al aforo con metanol, a una concentracidn aproximada de 1.2 mg/ml.
c)Sistema de Elucidn

Se mezcld en la cdmara de elucidn acetato de etilo,
tetraclorure de carbonoc e hidréxido de amonio, en una relacidn de
80:60:1.

2) Procedimiento

ad En una placa cromatogrifica de 20x20 previamente dividida en
carriles de 4 cm., se aplicdé a 2 cm de la base, 250 uyl de la
soluclidén de referencia, y por triplicado la solucidn de la
muestra, usandose el dltimo carril como blanco.

b) Se dejardn evaporar los disolventes de las muestras aplicadas

por S min., protegiendo la placa de la luz.
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¢} Se procedid a la elucidn de la placa introduciendola en la
cdmara la cual se saturd previamente por 30 min. cen 60 ml del
sistema de elucidn, la cdmara fue protegida con un pafio negro,
durante el desarrollo, aproximadamente 45 min., hasta unos 2 cm
antes del final de la placa.
d4) 'Se sacd la placa de la cdmara y se .e)aron evaporar los
disolventes Caprox. 10 min.), posteriormente esta se observé con
la ldmpara de UV a 254 mn marcando rapidamente 0.3 c¢m en torno de
las manchas principales, con valores aproximados de Rfx100 de
G4.5,
e) Se realizd el raspado de las manchas, depocitando cada una en
un matraz erlenmeyer de 1285 ml. se adicionaron volumétricamente
10 ml ce metanol y se agitaron mecanicamente por 5 min.
) B filtraron las muestras obtenidas a traveés de papel filtro
CWhatman No.41), previamente humedecido con metanol, a tubos de
ensaye perfectamente {dentificados, se eliminaron los primeros 2
ml dr=l filtrado, efectuandose tanto para la selucidén de
referencia, las tres muestras y el blanco.
g) -Se ajustd el espectrofotdmetro a 350 mn empleando el filtrado
de la omuestrac blanco y se determinéd la absorbancia de las
soluciones finales C(filtradas), en celdas de 1 cn.
h) En base a las absorbancias obtenidas se cdlculo el contenido de
principlo activo en las cdpsulas de gelatina blanda Cmgrecapd
mediante la siguiente férmula:

Ap x mg Std x 0.85ml % Pot.Std.x &5ml x 400mg x 10ml

As x 10ml x 10ml x 12800mg x 100 x O.&Sml

donde:

ApmAbsorbancia del problema

As=Absorbancia de la solucidn de referencia

mg Std=miligramos de la sustancia de referencia
Pot.Std. =Potencia de la sustancia de referencia
1200ng=Peso tedrico del contenido de tres cdpsulas
“400mg=Peso tedrico del contenido de una cdpsula
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a. Captopril
1> Especificidad

Para determinar la especificidad de la tdenica se analizardn
muestras de materia prima. tabletas de Caplopril y una formulacidn
placebo degradadas bajo las siguientes condiciones:
ad Degradacidn en medio acido. Empleando una solucidn de acido
clorhidrico 10 N en metanol y calentando a reflujo por & horas.
b)> Degradacidn en medio alcalino. Empleando una solucidn 10 N de
Hidréxido de Scodio en metanol y calentando a reflujo por 2 horas.
¢) Degradacidén con una solucidn de perdxido de hidrdgeno al 104
en metanol y calentando a reflujo por 2 horas.
d) Exposicidn a la luz por dos semanas.
e Exposiecidn a la radiacidn ultravioleta 254nm por dos semanas.

Con la técnica cromatogrdfica desarrollada se analizaron las

muestras degradadas y simultaneamente muestras intactas.

b. Nifedipina
1) Especidicidad
N La especificidad del mdtodo para ser empleado en pruebas de
establilidad se determind de la siguiente manera:
ad Muestras empleadas:

Sustancia de Referencia. Placebo, Placebo cargado,
Sustancia de Referencia degradada, Placebo degradade y Placebo
cargado degradado.

) Condiciones de degradacidn:

-Degradacidén 4delda -las muestras se calentaron a reflujo
durante 2 horas en una solucidn 10 N de decido sulfurico en metanol.

Degradacidn alcalina =-las muestras se calentaron a reflujo
durante 2 horas en una solucidn de hidrdxido de sodio 10 N en

metanol .
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Degradacidn con una solucidn de perdxido de hidrdgeno al 10%
en metanol calentando a reflujo por 2 horas.

Degradacidén por exposicién a la luz natural durante 2
semanas.

Degradacidén por exposicidn a la radlacidn ultravioleta
€254mn) durante 2 semanas.

Se sometieron al método todas las muestras teniendo en
cada cromatoplaca una solucidn intacta de la sustancia de
referencia, as{ mismo se efectud un barride espectrofotométrice
€450-220 nmd) de las muestras de la sustancia de referencia
degradadas al UV y por la luz natural, preparadas en metanol a una
concentracidn final de 20mcgs/ml contra una solucidn de referencia

a la misma concentracidn.

2> Exactitud
Se analizaron individualmente 15 muestras de placebo cargado
a una sola concentracidn €10.20 mgd, y siguiendo }la metodologia
descrita con anterioridad.
Soluclién de referencia: se pesaron 12 mg de Nifedipina
sustancia de referencia, en un matraz veolumétrico...
Solucldén problema: se virtieon cuantativamente a un matracz

volumdtrico de 25 ml el equivalenie a tres ...

3 Precisidn

Para evaluar la precisidén como repetibilidad se emplearon los
datos de la exactitud.

La evaluacidn de la precisidn como reproducibilidad se

efectud con el andlisis por quintuplicado apartir de muestras

independientes de placebo cargadeo a la concentracidn de 100%,

realizados en dias diferentes por dos analistas.
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43 Linearidad del Método
Para conocer la linealidad del método se evaluaron muestras
de placebo cargado por quintuplicado, real izanda pesadas
lndependientes a contraciones del 70, 80, 80, 100, 105 y 110 % del
valor de contenido del activo sefialade en el marbete del producto
€10 mgs/capd, corriendo en placas diferentes cada uno de los

niveles de concentracidn ensayados.

D S) Limite de Deteccidn
Este pardametro se evalud aplicando en las ecromatoplacas

conceniraciones muy pequefias de una solucldn de referencia, siendo
estas de 1, 5, 10, 15, 85 y 50 ul, por triplicade y verificando la
deteccidn de las muestras al UV <(254nmd.
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VI. RESULTADOS

A. Captopril
1. DESARROLLO DE LA TECNICA CROMATOGRAFICA

Al aplicar la tédcnica cromatogrdfica al anilisis de tabletas
de Captopril se logran obtener valores de Rfxi100 de €8.33 para el
principio activo, detectandose otra mancha con un Rfx100 de 33.54
que aparece en muestras de tabletas, de materia prima, asi como en
la sustancia de referencia, pero que no corresponde a alguna
interferencia causada por los exciplientes, como se muesira en la
flgura No.1; en 1la tabla No.l1 se reportan las condicliones
experimentales bajé las cuales se desarrollo el andlisis

cromatogrifico.

Fig. No.1 Representacién de la Cromalografia para
Caplopril. Lom puntos repreaentan las muestras apli-
cadaa. altablotas, bisSust, Referencia. citabletas,

dmateria prima y e)Placebo.
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Tabla No.1 Reporte Cromatogrifico de Captopril

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA NUMERO:_UHO
NOMDRE DEL COMPUESTO: CAPTUPRIL., TABLETAS.

CONDICIONES EXPERIMENTALES

CAPA ADSORBENTE: SILICA GEL GF,_, GROSOR:8.25 mMm.

TAMANO DE LA PLACA: 28 x 20 cm. (PRECUBIERTH}.

TIFO DE CAMARA: DE VIDRIO DE 20x20x1B cm.

ESTADO DE SATURACION DE LA CAHARA: EL ALCANZADO EM 39 min.

DISTANCIA RECORRIDA: 15.8 cm. TIEHPO DE RECORRIDO:APROX. 90min.

COMPOSICION ¥ VOLUMEN DEL SISTEH&a DE ELUCION:

BEHCEHNHO:ACIDO ACETICO GLACIAL ?70:30. 30 ml.

PUREZA DE DISOLVEHTES EWPLEADOS: BENCEHD R.A.

ACIDO ACETICO R.A.

HUESTRA(S) ANALIZARDACS): ESTANDAR. HATERIA PRI1IA.

TABLETAS A GRAMNEL, PLACEBO,

TIPO DE ESTANDARCES> ENPLEADQ(S): ESTANDAR SECUNDARIO DE REFE-

RENCIA DE CAPTOPRIL.

COHCENTRACION ¥ VUOLUHEN DE LAS HUESTRAS APLICADAS: SOLUCIOHES a

UNA COHCENTRACION DE 19mgs/ml EM ETAHOL:AGUAC1:1), 25K1 DE C/U.

HARGEH DEL PUNTO DE APLICACION A LA BASE DE LA PLACA: &.B cM.

DETECCION: CON UAPORES DE 10DO.

OBSERVACIONES:SE DETECTAN 2 HMAHCHAS EN LAS HUESTRAS DE ESTAMDAR,

HATERIA PRIHA ¥ TABLETAS, CO! VUALORES DE Rfx180@ DE 68.35 PARA LA

PRINCIPAL ¥ DE 33.54 PARA LA SECUHDARIA, LA UAS PEQUENA.
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Se efectud la valoracidn quimica de la muestra obtenida en el
raspado y extraccidn del activo, de manera directa, es decir sin
mediar reaccidén quimica, para lo cual se realizd un barrido
espectrofotométrico, obtenidndose un miximo de absorcidn para la
solucidn de referencia de 187nm Ca una concentracidn de 10 ugsmd
en solucidén metandlica al 10%, comc se observa en la gridfica
No.1i., por lo que se descartd esta opcidn.

ardfica No.4 Barrido Kapectrofolomdirice dv Captopril
en matanol al 0. Do 850-100nm.

Caplopril

-
L

SR

1

s

1. Susl. Rel., 2. maleria prima, 8. tablotaa

Yy +.tabletas degradadas en medic alcalino



2. VALIDACION DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

1.Resultados de Especificidad para Captopril

Las respuestas encontradas tras la evaluacidén cromatogrifica

de las muestras degradadas e intactas se reportan en la tablia

No.2 mediante los valores de Rfx100,

Tabla Ho.2 RESULTADOS IE LA EVALUACION DE ESPECIFICIDAL PARA CAPTOPRIL

’ VALORES DE RFx169
INTACTO |DEGRAD. |DEGRAL, TEGRAD.
ACTDR  [ALCALIRA| 4,0, LUz~ Wy
SUSTANCIA DE REFERENCIA [684% 65| 84.52 | 32.58 | 13.38 68.15 68.32
{Sust.Ref.) 3330 376) 56.77 10019 | 10119 3290 6139
9168 3354
38032
PLACEBO CARGADO (PC.) 6815 | 85.46 [ 36.94 | 1579 68.45 68.32
307 | 5827 | IDdE | 18019 33l76 £4.49
35030 33154
29.03
TABLETAS (TAB.) 68.39 | 84.52 | 35,94 | 12,73 €8.39 68.3%
. 32190 | Se:13 | 10019 | 819 32090 ¢1.3)
38,63 33152
29103
PLACEBO (P.) | memeee emmen | eeeee e oo e

Los resultados anteriores se representan en las figuras No.2&,

3, 4, S y 6, pudiendose apreciar el tamafio de las manchas al ser

reveladas las cromatoplacas.
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Fig.No.2 cromatograma 1. Kvaluacidn do la Eapecifi-
cidad parae Caplopril. a@Suat. Ref.Int. bIPC. Int.
clP, Int. diSust. Ref. deg. P, deg. HOTab.dug. y

g, dag. (degradacidn alecalina).
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Fig.Na.3 cromatograma 2. Evaluacién de la Eapecifi-
cidad para Captopril. w@Sust. Ref. Int. biTab. Int.
cIBust, Rel. deg. dPC. dog. @ITab.deg y 0P, deg.
tdegradacidén olcalina).



Fig.No. 4 cromatograma 3. Evaluacién de la Especifi-
cidad para Captopril. aisust, Ref. Inl. Bsuct. Rel. deg.
dTab. deg. y @P.deg. (degradacién on HzOz).

CIPC. dag.
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Fig. No.S cromatograma 4. Evceluacién de la Especifi~

asust. Ref. Int.
(degradacidn al uw.

cidad para caplopril. bisuat. Ref. deg.

epa, deg. diTab. deg. y aiP. deg.

ad¢



Fig.No.6 cromatograma %. Evaluacidn de la Especifi-
cidad para Caplopril. @Sust. Ref, Int. bsust. Ref. deg.

eIPC. dag. dTab, deg. y P, deg. tdegradacidn a la luz,

Para evaluar la especificidad del método para pruebas de
estabilidad, se sometieron durante tres meses a condiciones de
temperatura y humedad a muestras de tabletas de Captopril,
determinando aspecto, friabilidad, dureza, contenido de humedad,
’ziempo de desintegracidn, pesoc promedic ¥y hermeéticidad y 1la
cromatograf{a para detectar posibles preoductos de degradacidn, los
resultados se muestran en las siguientes tablas, tabla No.3
Ctemperatura ambilente), No.4 €37°C y 70% de humedad relativad, la
No.5 (45+C), y en la No.B (C60+*C), en las que se comparan les

resultados iniciales con los obtenidos en el estudio.
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Tabla Mo.3 RESULTADOS LE Lfi EUALUACION DE ESPECIFICIDul P4RA
TABLETAS DE CAPTOFRIL A TEHFERWTURA ANBIENTE
Terperaturs hisbrente
tH
Especificaciones Inicial " 1 2 3
Aspecto: tabletas unifornes,
da color ligeranen
te crema. Correcto Correcto Carreeto | Carfecic
Friabilidad: Mo mas de 0.8% 8.31% 0,404 .24 0,304
Dureza: Ho menos de 3 Kg 2.4 Kg 7.9 kg 7.9 Kg 7.7 Kg
Humedad: Ho mds del 2% 0,99 0.99% 0.96% 1,000
Tiempo de desintearacidn:
Ho mas de 30 nin. 3 nin 3 ain 3 in 3 mn
Peso promedio: 120 mg 119.8 &9 147.5 ng 117,5 ng 117.6 g
Valoracion: 2§ mg/tah 23.44 ng 23,39 m3 23,34 ng 25.29 ng
0% - 140% 93,644 93,56% 93.3¢% 93.16%
C.C.F. como el estindar Correcto Correcte Correcta | Correcto
Hermeticidad: Hermético Hernético | Hermético Herndticol Hermético
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Tabla Ho.4 RESU ADOS DE LA_EVAL!
E CAPTO

RS D

UACIOR DE ESPECIFIC
PRIL 4 37 C Y 784 DI

IDAD PARA
E H.R.

37 ¢y 70% de H.R.

mes
Especificaciones Inicial i 2 3
Aspecto: tabletas uniformes,
color ligeramen-
te crma. Correcto Correcto Corrents | Correcto
Friabilidad: Mo mis de 9.8% 0.31% 0.34% 0.20%
Durezar Ho menos de 3 kg 7.4 kg 2.5 kg 23K 7.8 Kg
Hlumedad: No mas del 2 8,99% 0.86% 8.76% 9.554
Trenpo de desintegracion:
Ho mas d» 39 min. 3 min 3 win 2 mn 3 nin
Peso promedio: 120 mg 1190 ng 112.1 ng 1174 »g 17,2 ng
Valoracion: 25 mg/tab 23,44 Mg 23.12 ng 22,86 ma 22,75 mg
9% - 110% 93.64% 92.48% 91,445 91.00%
C.C.F, como el estandar Correcto Correcto Correcto | Correcto
Hermeticidad: Herme'tico Hermético | Hermético Hermético| Hermético
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Tabla Ho.5 RESULTADOS DE LA EVALUACIQN DE ESPECIFICID&D Pnim
TABLETAS DE CAPTOPRIL A& 45 ¢ DE TEHPERATUR.
45%¢
fnes
Especificaciones Inicial 1 2 3
Aspecto: tahletas uniforees,
d2 color ligeramen-
te crema. Correcto Correcto Correcto | Correcto
Friabilidad: NHo mds de 0.8% 0.31% 0.16% 2,197 0.13%
Dureza: Ho menos de 3 kg 2.4 kg 2.2 Ha 7.4 Ky 7.4 Ky
Huredad: Ho mas del 2% 0.99% 0,672 8. 66% .37
Tiempo de desintegracion:
Ho mas de 30 min. 3 min 3 nin 3 nin 4 nin
Peso promedio: 120 mg 11%.0 mg 118,90 ma 116.5 ng 115,27 mg
Valoracidn: 25 mg/tab 23.44 mg | 23.12 w3 | 22.8 Mg 21,99 mg
90% ~ 110% 93.64% 92,483 91,24 87.96%
C.C.F, como el estandar Correcto Correcto Correcto W Correcto
Hermeticidad: Hermético Hermético | Hermético | Hermético| Hermético
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Tabla Ho.6 RESULTADOS DE LA _EVALUACION BE LA ESPECIFICIDAD FaRn
TABLEIAS DE CAPTOPRIL A 68 ¢ DE TEHPERATURA
60%¢C
fimani . mes
Especificaciones Inicial i 2 3
Aspecto: tabletas uniforees,
de color ligeramen-
te crema Correcto Correcto Corrects § Carrecto
Friabilidad: Ho mis de D.8% 8.31% 8,09 0.0¢" 9.05%
Dureza: Ho menos de 3 Kg 7.4 Kg 7.4 Kg 2.6 Ko 7.6 Kg
Humedad: Ko mas del 2% 2.99% 0.66% 0.56% 0.35%
Tiempo de desintegracions
Ho mas de 30 ain. 3 min 4 min 4 min 4 min
Peso promedio: 120 mg 119.0 mg 116.5 mg 118,080 ng 116.4 ng
Valoracion: 25 mg/tab 23,41 mg | 2291 mg | 22,48 my | 20,98 mg
907 ~ 110¢ 93.64% 94.64% 89,96 82.92%
C.C.F, como el estindar Correcto Correcto Corrects | Correcto
Hermeticidad: Hermético Hermético | Hermetico Hermético| Hermético
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B. Nifedipina

1. DESARROLLO DE LA TECNICA CROMATOGRAFICA

Los resultados obtenidos en el desarrcllo de la técnica
cromatogrifica para las cidpsulas de gelatina blanda de Nifedipina
fueron buenos, como se muestra en la figura No.7, que es la
representacidén del cromatograma resultante al evaluar una solucidn
de referencia y dos probemas, en la tabla No.7 se resumen las

condiciones bajo las cuales se desarrollo la téecnica.

109

[} b <

Flg. No.7. Rrepresaentacién del cromatograma de
Nifedipina . a)sust.Ref, b y cimuestras de

col. problema.
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Tabla No.7 Reporte Cromatogrifico de Nifedipina

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA NUMERO:_29S
NOMBRE DEL COMPUESTO: MIFERIPINA. CAPSULAS DE GELATINA BLANDA.

CONDICIONES EXPERIMENTALES

CAPA ADSORBENTE: SILICA GEL GF__, GROSOR: 8.25 mMm.

TAHANO DE LA PLACA: 20 x28 cm. (PRECUBIERTAS).

TIPO DE CANARA: DE VIDRIO DE 20x20x10 cmM.

ESTADO DE SATURACION DE LA cANARA: EL ALCAHZADO EN 3@ min.

DISTANCIA RECORRIDA: 16.9 cm. TIEHPO DE RECORRIDO: APROX. 45min.

COMPOSICION ¥ VOLUHEN DEL SISTEMA DE ELUCIOM: ACETATO DE ETILO:

TRACLORURC DE CARBONO:HIDROXIDO DE AHONIGC28%), 80:60:1, 60ml.

PUREZA DE DISOLVENTES EHPLEADOS: ACETATO DE ETILO R.4&.

HIDROXIDN DE AHONIO R.A. TETRACLORURO DE CARBONO R.H.

HUESTRACS) AMALIZADALS): . ESTANDAR.

CAPSULAS A GRANEL

TIPO DE ESTANDARKES, EHPLEADOCS>: ESTANDAR SECUNDARIOD DE REFE-

RENCIA DE HRIFEDIPINA.

COMCENTRACION ¥ UOLUHEH DE LAS MUESTRAS APLICADAS: SOLUCIONES &

UHA CONCENTRACIOH DE 1.2mg/ml EH tleCl,-HeOH. 25@ml DE CADA UHNA.

MARGEN DEL PUNTO DE APLICRCION A4 LA BASE DE LA PLACAH: 2.0 cM.

DETECCIQOH: AL ULTRAVIQLETA (254nM) .

OBSERUACIOHES: APARECE UHA SOLA HANCHA CURRESPONDIENTE AL ACTIVO

EN CADA UNA DE LAS HMUESTRAS REVELADAS EN EL CROHATOGRAMA, CON UN

UALOR DE Rfx188 DE 64.5.
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2. VALIDACION DE LA TECNICA DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

a. Resultados de Especificidad. Al evaluar la especificidad
?!e.\ método se emplearon muestras intactas de la sustancia de

referencia, placebo cargado y placebo, as{ como muestras
degradadas de los mismos. reportandose los resultados en la tabla
No.B con valores de Rfx100, obtenidos al revelar los
cromatogramas, asi mismo estos se representan esquematicamente en

las figuras No.8, @ y 10,

Tabla Ho.8 RESULTADOS DE LA EVALUACION DE ESFECIFICIDAD PARA HIFEDIPINA

UALORES DE Rfx180
INTACTO | DEGRAD. |DEGRAD. DEGRID.
ACIDA  (ALCALI#A! W0,  LUL ' Wy

SUSTANCIA DE REFEREHCIA { 64.50 { 88.48 | 86.39 | 83.43 94.23 89,09

(Sust.Ref.) B8 (3R By e

37.87 48148 73024

1242 diled anib2
PLACEBO CARGADO (PC,) 6950 | 86,98 | 96.39
38,46
12.42

PLACEBO (P.) | —meee- el It IESSEEI SR
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Fig.No.B Evaluacidn de ta Especificidad para cap. gel. b,

de Nifoedipina. aiSusl. Ref. Int. BIPC. Int. CIF. Int.
digunt. Ref. deg., @PC.deg. y 0NP.deg. (deg. acida).
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Fig.No.B Evaluacién de la Eepecificidad para cap.gel. b.
de Nifedipina. adSusi. Ref, Int, bL)Susl. Ref. dag.

c)PC. deg.
v.dp. deg.

(deg. clecalina); e)Suatl. Refl. deg.

Dhrc. deg. vy
P, deg. tdeg.

con " O,
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Fig.No.10 Evatuacién de la Especificidad para cap.gel.b
de Nifedipina., Sust.Ref.Int. biSust. Ref.deg. ©Pc, deg
y dP.deg. (deg.al UV) a)sSust. Ref. deg. nrcdeg. v

gIP. dog. (deg. con lum.

Cuando se realiza la valoracidn de las muestras los productos
de degradacidn detectados no interfieren, ya que tienen diferentes
valores de Rf, esto se verificd realizando un barrido espectrofo-
tométrico C(45S0-220nmd con muestras degradadas a la luz y al UV
como se observa en la grdfica No.2.

Debido a que el método se desarrollo para ser empleado en
pruebas de estabilidad, se sometieron durante tres meses muestras
de dos lotes de Nifedipina, cdpsulas de gelatina blanda, a
condiclones de temperatura y humedad, evaluando cada mes los
parametros que se reportan en las tablas Neo.g9, 10, 11, 12, 13 y
14.
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ardfica Na.2 Barrido Kspectrofotomdlrico de Niufedipinag

Do 4350-220nm.

’ ‘ 0| A 'N;rjd.pnc

0 . ’ ) ) s -
wsust. Refl. bimateria prima. onitro-derivado
dinitroso~derivado, @ una  concentracidn da

20 megs/ml on metanot.
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Tabla Ho.9 RESULIKBOS DE Lu EY
CAPSUI

T
Lus DE HIFERIF

MLUKCION I

E
INR & TENFE,

£SPE
A

SPECIFICIDKD
FATURE ANETENTE

PR LAS
"LOTE @

Terpetatura fnbiente

Especificacionss Inicial  Hes N
1 2 3
Aspectos celo.«ollsl con 10
psulas oblongss

de #3 brillantes . .

de color rogo. Correcte forrecta Correcto Correcto
Glor: ligeramente a menta. Cacrecto Correcto Correcto Carrecto
pH de la selucisn: 5.0-8.0 2,29 .29 .28 ?7.34
Tienpo de desintearicion:

@ M3z 42 30 min, S min, 5 min. 5 wn, 5 mn.

Peso proviedios 709 wa. £76.4 09 676.6 na 677.3 ng 624.8 ma
Densidad de 1a solucicn:

1,42 - 145 e/l 1.4409/n! | 1o1d02:nb | La1319/n) | 14430l
Contenido de Humed:d d2 la .
solucion: Mo iz del 12% 10,26 10.72% 10,694 10,65
Valoracion: 1Q ng/cap, 9,853 1.91ng 2L gy 9, 86ng

EhREAt 59.52" 99.1% 9819 98,67

C.C.For Sin productos d2 .

degradacion, Cortecto Correcto Correcto Correcto
Hermeticidad: Hernético. Hernética | Hermdtico | Herndtico | Hermético
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Tabla fo 18 RESULTRDGS IVE Ln EVALUACION DE_ESPECIFICIDADAL Fo'u LNS
CwPSULKS DE NIFEDIPINA A 30 ¢ DE TEHPERATURN
a0
Lapeciiicagiones Intcial  Hes . 3
inspecto; celorollal con 19
fSu as cblongas
el s iriTionies
de color rag0. Correcto Correcto Lorred Correcto
Olor: ligeranuente & menta, Correcto Correcto Corre. v Correcto
Pl de 1z solucion: 5.0-6.0 7.25 7.23 T 2.38
Tienpo de dﬂ,:ntenn- idne .
0 ma3 de 30 M. S nmin. S mn. S 6 nin,
Feso pronedio: 780 ag, €78.4 mg 674,95 mg £77.4 68,9 my
Densidad de 1a selecign:
1.13 - 1,15 g/m 1.140g/ml | 1.8429/n] PR CR TN 1.144g9/m]
vontenido de Humedzd de la 3
solucrans Mo nas del 124 10.78: 9. 16% Eonus 6.99%
Walaracion: 14 mgiiap 95rl§ . 3.84rg
R ARt 9.5% 98LL
C.CF 0t Sin productas de .
degradacien, Correcto Correcto DETIRTR Correcto
uuneucxdad: Herndtico, Herrgtico | Hermético | Hernitizo | Hermético
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Tabla No.1t RESULTADOS _DE L& EVALY ﬁ 108 LE ES FELlFIL”)kD FrRe LAS
CHPSULKS DE HIFEDIPIHA A 27 ¢ ¥ 7 "Lote A"

IORIDEETI] A N T

Especificaciones Inveval  Hes R
1 H 3
fispectas celopulnl can 19
;ulas oblongas
ﬂi 48 brillantes .
de colar rogo. Correcto Correcta {orrecto torrecte
Otor: ligeramente 3 nenta. Correcto torrecto Correctly | Correcto
pH de ta soluciont 5,0-8.0 7.25 n23 .32 7.24
Tienpo de deslnfeqncmn' L .
Ho mis de 10 win. S min, 6 nin. 6 nmin. 6 nin,
Peso promedio: 709 my, 78,4 ng 675.9 ng 674.9 mg 668.7 mg
Densidad da la solucmn'
13 - 1,10 g/ml 1.148g/m1 | 1.442¢/m] | 1,1989/m1 | 1.4459/m)
Contenido de Humedad de la
solucton: Ho mas del 12 10,78 S.q4n 4.9e%
Valoracion: 10 ng/ca 9. 95n% 9. 279 9. €6
¢ it o35 97.7% 98lEn
CoCuFue >|n prodyctos de
degradacion. Correcta Correcto Correcto Corracto
Hermeticidad: Hermético. Heredtico | Hermético | Hermétice | Hermético




Tabla Mo.12 RESULTaDOS DE LA EUALUACION DE ESPECIFICIDAD PuRn.  LAS
CuPSULAS DE NIFEDIPINA A TEMPERATURA ANBIENTE "Lote B”

P . Temperatura Ambiente
Especificaciones fnicial  Hes ' N )
hspecta: celopol:al con 1D

f:ulas eblongas
de briliantes
de color rajo. Correcto Correcto Corractn Correcto
Olor: ligeramente a nenta. Correcto Correcto Correcto Correcto
ph de la solucion: §,0-8.8 7.23 7.26 7.3% ?.28
Tienpo de desmtequ:lon. )
Ho mis de 30 min. $ min. § min. S tn, § min,
Peso pronedio: 780 ny, 676.6 ng 674.9 mg 673.4 07 675.6 ng
Densidad de l_‘ sol 551003
15 g/} 1.140g/m1 ) 1.440g/m1 | 1.1452 o1 ] 1.1469/m]
Contenido de Huymedad de la
salucions Ko nmds del 124 18,754 10,554 19,51 10,4774
Yaloracion: 10 nq/ca 9. 86 9,84 9,77ng
ik 9k | 9bdr 97.9%
[ %1 Snn productos de
degradacion, Correcto Correcto Correcto Correcto
Herreticidad: Hermetico. Hermético | Hermético [ Hernético | Hermético
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Tabta Ho.13 RESULTADOS PE LA EVALUACION DE ESPECIFICIDAD PARA LAS
CAPSULAS DE NIFEDIPINA A 30 C DE TENPERATURA “Lote B”
T 30° ¢
Especificaciones Inicial  Hes
i 2 3

Aspecto: calopolial con 10

capsulas oblonaas

del #8 brillantes

de color rovo. Correcte Correcto Correcto Correcto
Glor: ligeramente a menta. Correcto Correcto Correcto Correcto
pH de la solucidn: 5.0-8.0 7.23 7,42 7.58 7.34
Tiempo de desmteqracmn' . .

Ko mas de 30 nin, § nin, § nin, $ nmin, 6 nmin.
Peso promedio: 700 ng. £76.6 ng 672.8 19 668.9 g £62.3 m9
Densidad de la_ snlucxdn-

1,43 - 1,15 g/ml 1.4490g/m1 { (. td9da/nt [ 1,8969/m | 1. 84949/
Contenido de Humedad de la .
solucion: No mds del 13% 18.75% 8.73% ?.1a% 6.94%
Valoracion 18 mg/ca 9. 860 9. 84 9,77 9,72

oreciont Gtk LA Y30t S A P

C.C.Fus §in adu tos de

degra pr 3 ¢ Correcto Correcto Correcto Correcto
Hermeticidad: Hermético. Herrético | Hermitico | Hermético | Hermético
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Tabla Ho.14 RESULTADOS DE LA E
(APSULWS DE HIFEDIP

VALUACTON EyESPEClEICIDﬂD PtRu I;!!S

THA A 37

207

o - 379 ¢ y 70 de H. R,
Especificaciones Inicial  Hes 2 3
fAspector celopolial con 10

sulas ohlnni
der #8 brillan
de color rojo. Correcto Correcto Correcty Correcto
0lor: ligeramente a menta. Correcto Correcto Correcty Correcto
pH de la solucion: 5.0-8.8 2.23 7,25 7.4% 7.08
Ti de d mte acidng .
enpe eN o quu min. 5 min. 6 nmin, 6 mn. 6 min.
Peso promedio: 70 mg, 626.6 ng 674.9 mg 651.4 13 647.7 ng
Densidad de |3 splugidn:

RN LA t040a/m1 | Lotdag/ml | Lotatsal | 1, 1470/m0
Contenido de Humedad ds la R
soluciont Ho mias del I, 10.75% 8.69% 4.5 4.65%
Valoracion: 10 mg/cap, 9.86mg 9.76ng 9,674 9.58ng

a8 98164 97.6% 967" | 9ealdx
C.C.F.: Sin productos de
degradacicn. Correcto Correcto Corrects Correcto
Hermeticidads Hermético. Hermético ) Hermético | Herrético | Hermético

53




b. Resultados de Exactilud para Nifedipina., Los resultados de la

avaluacldn de esie pardmetro se muestran a continuacidén:

mg agregados mg recuperados Abs. % recobro
1. i0.20 10. 252 0.326 100. 51
2. 10.20 10.189 0.324 g9, 89
3. 10.20 10.189 0.324 99. 89
4. 10.20 10.1a6 0. 322 89. 28
S. 10.20 10.032 0.319 o8. 35
6. 10.20 10.221 0.325 100.20
7. 10.20 10, 252 0. 3286 100.51
8. 10.20 10. 095 0. 321 8. 97
a. 10.20 10.158 0.323 9g. 58
10. 10.20 10.221 0. 325 100. 20
i1. 10.20 10.189 0. 324 99. 89
12. 10.20 10.126 0. 322 09. 28
13. 10.20 10. 221 0.325 100.20
14. t0.20 10.158 0.323 Q9. 58
18. 10.20 10.126 0,322 g9. 28

Evaluacidén.
Porciento de recobro:
;./.= 09. 71 max.= 100.51 %
s= 0.B60256 min.= 98.35 %

Coeficlente de Variacidn:
CV= 0.6043 que es menor al 2%.

Prueba estadistica t de student.

Ho u =100 %
Ho u #1100 4%
N % _-__u 99.71-100_ ___ 4 ges

oxp s/ 0.60856 ~ {15
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~Area de aceptacidén:

-2.1448 < -1.864 = 2.1448B, se¢ acepta Ho, pur lo tanto se dice
que el Método posee una media de porciente de recobro C;c")
equi valente al 100 %.

-Intervale de Confianza:

89.38 < 99.71 < 100.04

c. Resultadgs de Precisidn.

repetibilidad
Porciento de Recobra y Coeficlente de Variacidn,

98.35% ~ 100.51% CV= 0.6043
- Con 1a prueba estadistica Xf
o=0. 5821
=%=0. 3631
o®=0. 3389
Ho o’s au
Ha o> 2%

2
2 _ Cn-o1d% s®  C15-1)% 0.3631__ - .

Miowp™ 72T = -eme- o7 3385 =14.9807= 15.0

~Area de Aceptacidén:
15.0 £ 26.119
Se acepta Ho, se puede decir que el Mdtodo reporta datos con
variacidén menor o igual al 2%.
Intervalo de Confilanza:
0.4412 < 0.5821 < 0.9503



Reproducibilidad
Evaluado ectadisticamente mediante el analisis dex
varalanza,Cver anexo 1), Los datos se obtuvieron de dos analistas

con cinco repeticiones cada uno en dos diferentes dias.

DIA 1 DIA 2
%% RECOBRO % RECOBRO
g99. 29 99, 85
A 98.67 100.78 Yi
N 1 100.23 100.186 996. 03
A 100.85 o8. 92
L 87.74 reqoe. 78 99.54 r_ye0. 25
I 98, 01 298. 73
s 99. 26 99. 35 Yi
T a2 1.00. 50 100. 60 904, 01
A 09, 88 899. 66
99.26 s_496.01 9868 so40m.0
Y; 993.69 Yj 997. 28 1990. 94
a=2 b=2 c=5
Tabla de Andlisis de Varianza CANADEVAD
Fuente de [grados de |Suma de Cuadrados| Media de| Faxp Flab
variacidn [libertad sC Cuadrados
Analista 1 0.07 0.07 0.8159{ 161.4
A @
Df{as 1 0.64 0. 64 7.4502 | 161.4
D
Interaccidn 1 0.0858 0. 0858 0.1037 4.49
A~D
Error 16 13.24 0.8275 | ~--=—- ———-
«=0. 05 .
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2 2 -4 2 2

£Yi? _vi%+vi?_ coo6,03>%+c004. 010

gxbe =T 222 108102.17
= =108102.1

£Y;%_ coo3. e i+coo7. 252

=l = E : 198192, 74

ac M5

1g81082.9

Y137 _ca9e. 78 +ca90. 25> % +caos. o1d %+ a0, 00 2
< 5

EYuk®=009. 200 +co8. 6727 +c08.853 % +. . . +¢00. 66>%=108206. 14

- MG  0.07 _
Foxe, = {iGan = 0. 0858 0 8199

- Mco __ 0.64_
Foxp,= can™~ &. 6855~ - 4592

s . MGan__ 0.0DSB_
ForBan™ Mee ~° 6. @750 1037

Evaluacidén de los Factores de Variacidn
-Analista CA)
Area de aceptacidn: Fepr< F‘o.osA= 0.8159 < 161.4
-Dia CDD
Area de aceptacidn: Fexpn( Fo.psn= 7.4592 < 161.4
~Interaceidn Analista-Dia CA-DD
Area de aceptacidn: Fexp‘m< Fo.o:s‘b= 0.1037 < 4.49
Por lo tanto se observa que no existe efecto significative en
analista, di{a e interaccidn analista-dia, lo que indica que el

método es reproducible y por lo tanto preciso.
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c. Resultados de Linearidad. Los resultados obtenidos durante la

evaluacidn de este pardmetro son los siguientes:

mg adicionados mg recuperados % recobro
x Y
7.07 7.049 99.70
7.07 6, 9856 98,81
7.07 7.049 99.70
7.07 &6.923 g7.902
7.07 7.112 100.89
8.04 7.898 8. 24
8.04 7.993 99. 41
a. 04 7. 961 99, 02
8.04 7.898 o8, 24
8.04 7.835 97.45
812 8. 037 97. 98
g.12 8. 968 a8, 34
g.12 9. 063 99, 37
8.12 9.157 100. 41
.12 g. 063 99, 37
10.08 8.975 8. 96
10.08 10. 069 9. 80
10.08 10.132 100.52
10.08 g.q12 Q8. 34
10.08 10.038 |9, 58
10.53 10.510 08. 81
10.53 10.384 o8, 62
10.53 10. 667 101.30
10.53 10.290 Q7.72
10.53 10. 353 08. 32
11.03 10.730 a7.a8
11.03 10.730 g7.a8
11.03 10.951 09. 28
11.03 11.048 100.14

11.03 10.825 98.14
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Evaluacidn
Medianle el % de Recobro y CV a cada nivel y el total.
nivel al 70%

=x=09, 34 s=1.0148 CV=1.0215
nivel al 80%

»x=98. 47 s=0. 7636 Cv=0, 7755
nivel al 90%

=x=09.10 £=0. 8581 CV=0. 9668
nivel al 100% )

*x=99. 46 5=0. 8420 CV=0, B466
nivel al 105% .

»=09.15 - s=1.4206 Cv=1._ 4328
nivel al 110%

x=9, 42 s=1. 2625 Ccv=1, 28a8
% total =98.89 s total=1.0549

CV total= 1.06857

Mediante una Correlacidn lineal

% =9,312 y =0.212
o =1.397 o =1.380
no=1.421 s =1,403

=276, 350 Ly =276.503
£y?=2608. 577

Someti endo los datos a una regresidn lincal se obtiene:
coeficiente de correlacidn r=0.997324
ordenada al origen a=0.0432308
pendiente m=0, 6851658

Ecuacidn que representa al Método:
y = 0.04323 + 0.9852x - 0.0086

calcule del ‘Error Experimental:
E = ECyi — 31> = -0.006= 65107°

G



Cdlculo 'del Error tipico de estimacidn:

2 \‘2605 557 0 0432308( 276, "'03) —0 98‘31
0 2

Evaluacién de'la Pendiénte (b, con t de student.

Ho Bo =1
Ha Bo # 1
\ - €b.Bed sk nzl_ _ C0.9891698-1.00> 1.421 30-1
oxp A : 0.1045
Syrx
t =-1.0863
oxp

Area de aceplacidn:
-2.0484 = -1.0863 £ 2.0484
Por lo tanto se acepLa Ho, y se dice que el Mdtodo posee una

pendiente (b)) considerada como 1.

Evaluacidn de la Ordenada al Origen Cad, con L de student.

Ho Ao = O
Ha Ao *+ O

L - 0.0432308_=_0. 000 .
oxp \Lx /NCECK, =X 0. 1045 \ 2059, 746.-30C58. 531 45"
L = 0.3361

oxp

Area de aceplacidn:

~2.0484 = 0.3361 = 2.0484

Por lo que se acepta Ho, lo que implica que al Método se le
puede considerar con una ardenada al origen igual a cero.

Por todo lo anterior podemos decir que el Métode en cuestidn
posee un comportamiento lineal, como se muestra en la grafica

No. 3.



ardfica’ No. 3 Linearidad del Mdlode Cromatogrdiiv.
para Nifedipina, tcap. gel. Llandw.

e

Paradse”

19

|

L4 fe T w0y ne .
mg adicionades

my. adicionados va mg. recupera lon.

Observamos en la grafica que en el intervalo de concentracidn
empleads el método cromatogrdfico tiene un cowportamienta lineal
con ura ordenada al origen considerada como ¢ ;' una pendiente con

valor de 1.

e. Resultados de Limite de deteccidn. Al aplic.ar las muestras de

la solucion problema en bajas concentracione: (1.2, 5.0, 12.0,
18,0, 30.0 y 650.0 ugd) y desarrollar la cromaluogafia de acuerdo a
la téenica desarrollada se obtubleron los sigui-ntes resultados:

my hdicionados mu recuperados % recobro

X y

1.2 1.2 100.0

1.2 1.1 91.6

1.2 1.2 100.0

6.0 6.1 101.87

5.0 6.1 101.67

6.0 6.0 100.0
12.0 iz.0 100.0
12.0 le. 100. 83

o1



99.17

12.0 11.9
18.0 17.9 29. 44
18.0 17.0 9. 44
18.0 18.1 100. 56
30.0 29.7 29.0
30.0 29.9 9. 67
30.0 zo.8 99. 33
60.0 60.1 100.17
60.0 59.7 99. 5
60.0 59.9 9. 63

Ly = 380.7 r= 0.Y9009826

£y®= 14043. 21 = 0.0039917

Exy = 14979.86 m= 0. 9u74532

. 003991 7%380. 7.
1

=0.1226

21-co

Trazando una curva paralela conn un valor de 1.96%0, 1226 uve
obtiene la grafica No.4, donde se observa que el intercepto con el
eje de la ordena es a 1.8 ug que corresponde al limite de
deteccidn.

grdfica No. 4 Limite de Detaeccién para wl Mdtodo
Cromatogrdfico de Nifedipina.

Hg recup. o

(23 ° o ) 3 3 o
~g adicionados
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VII DISCUSION DE RESULTADCS

A. Captopril
1. DESARROLLO DE LA TECNICA CROMATC<RAFICA

Ejecutada la tdcnica cromatografica, e analizd la placa

obtenida, apareciendo unac*mancha prineipal y urn.a mancha secundaria
con valores de Rfx100 de 68.35 y 33.54 respectivamente, C(fig.No.1D
al sublimarse el iodo de la placa, permanece impregnada la mancha
secundaria indicandonos que se trata de un compuesto orgdnico no
saturado y que aparece tanto en la sustancia de referencia,
materia prima y producto, tratandose de una impureza del
fdrmaco, también observamos que el placebo no .1a respuesta por lo
cual no interfiere.

Esta técnica cromatografica permite 1l =separacidn de dos
sustancias presentws en el activo, con diferenues valores de Rf,
cuando se efectua bajo las condicliones sefalad. en la tabla No.i.

Con respecto a la valeoracidn quimica del o tivo no se efectud
ya que la fase estacionaria interferia de manera significativa,
aunado a que la valoracidén de rutina para el activo es mediante la
formacién de un diazocompuesto poco estable.

Se realizd la valoracidn quimica del activo, de la muestra

obtenida del raspade y extraceidn de la cromat.oplaca, de manera

directa, para lo cual se hizéd un barrido cupectrofotoméirico,
encontrandose un midximo a 187 nm C(grafica Ho.1),y debido al

estrecho margen en la regidn del UV se descarta esta opcidn.

2. VALIDACION DE LA CROMATOGRAFIA Et (AFPA FINA

Como se explicaba anteriomente no se pudo realizar la
cuantificacién del active una vez realizada la cromatografia, y
puesto que los parametros de una validacion requieren datos de
recobro, no se efectud la validacidén solo se evalud la
especificidad, ya que el método se desarrollo con la finalidad de
detectar la presencia de productos de degradacidn en tabletas de
Captopril.

La tabla No.2 reporta los resultados obtenidos de las

sa



muestras degradadas bajo diferentes candiciones, y observamos que
la sustancia de referencia degradada y los placebos cargados
degradados muestran similitud en las sustancias separadas Cde
acuerdo a los valores de RfD. As{ mismo el placebo no da
respuesta, aun degradado, permaneciendo en el punto de aplicacidn.

Al analizar los resultados, se verifica que la manpcha
secundaria detectada en el andlisis de las muestras intactas no sc
obsaerva an ninguna de las muestras degradadas, por lo que esta
mancha corresponde a una impureza del activo.

Puesto que la tdécnica cromatogralfica tlene por objeto 1a
evaluacidn de la estabilidad de Captopril en tabletas, se sometiec-
ron muestras del producto a wun incremento de Ltempeatura Yy
presencia de humedad, condiciones a las que se efectua un estudio
de estabilidad acelerada, durante tres meses, sin observarse
cambios significativos en las determinaciones fisico-quimicas vy
sin la deteccidn de productos de degradacion, como se reporta en
las tablas No. 3-8; en los cromatogramas sclo se visualizan dos
manchas que no son mds intensas ni mayores a las observadas al
inicio del estudio.

Por todo lo anterior, se considera que el Mdétodo Analitico,
Cromatografia en Capa Fina, desarrollado para las tabletas de
Captopril, es adecuado para la evaluacidn semicuantitativa, en un
estudico de estabilidad, ya que los valores de Rf que reporta el
activo son diferenles a los de los productos de degradacidn que se
pudieran formar durante un estudio. ademds de no registrarse

interferecia por parte de los excipientes.

B. Nifedipina
1. DESARROLLO DE LA TECNICA CROMATOGRAFICA

El cromatograma obtenido al =sjecutar la técnica nos revela
una mancha ovalada perfectamente definida con un Rfx100 de 64.5,
Cfig.No.7), bajo las condiciones que se especifican en la tabla
No.7, ¥y que permite la valoracidn quimica del active, a una
longitud de onda de 350 nm, de acuerdo a la metodologia propuesta

en la parte experimental.



2. VALIDACION DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
Para poder emplear la técnica cromatografica desarrollada en
la deteccidn de productos de degradacidn en estudios de
estabilidad, el parametro de especificidad es de suma importancia,

los resultados de la evaluacidn de este parametro se reportan en
la tabla No.B, observamos a los principales productos de
la degradacidn de Nifedipina Cnitro y nitroso derivaded, que se
desplazan mias en el cromatograma (valores de Rf mayores que del
y muy cercanos entre si, cuando se efectua la valoracidén del
activo los productos de degradacidn no interfieren, esto se
comprobo al efectuar un barrido espectrofotométrico Cgrifica No.2).

Las muestras que se sometieron a degradacidén presentan varias
manchas menores a la correspondiente del active, que indican
degradacidén, pero que no tienen similitud con los principales
productos de degradacidén, como se visualiza en las figuras No.8, 9
¥ 10. Tampoco se observa interferencia causada por los excipientes
de la formulacidén., solucidn liquida de las cdpsulas de gelatina
blanda, ya que el placebo no da respuesta, aun hablendose
degradadeo.

Durante el estudio a que se sometieron muestras de dos lotes
de cidpsulas de gelatina blanda de Nifedipina en su material de
empaque, en condicicones similares a las de un estudic de
estabilidad acelerada, los resultados que obtenidos se reportan en
las tablas de la No.9 a la No.14

En lo referente a las caracteristicas fisico~quimicas del
producto no se observan alteraclones, despu€ds de tres meses, y
tampoco se detectan productos de degradacidn.

Con los resultados mencionados la tdcnica es considerada como
especlfica, ya que detecta al active y a sus productos de
degradacidn con valores diferentes valores de Rf.

El siguiente parametro evaluado fue la exactitud, de a cuerdo
al anexo 1; determinandose que el método cromatogrdfico posee una

media de porciento de recobro equivalente al clen por ciento y un



coeficiente de variacidén menor al %, considerandose al método
como Exacto.

En lo relacionadoe a la Precisidn expresada como
Repetibilidad, se reportan datos con una variacidn menor al 2%,
sjiendo el método repetible. La Precisidn expresada como
Reproducibilidad, indica que los factores de variacidn no tienen
efecto significativo sobre el método por lo cual se considera
Preciso.

Con respecto a la linealidad se obtiene la ecuacidn de una
recta que representa al método e indica que la pendiente puede
ser considerada como 1 y la ordenada al origen como O, por lo
tanto el método tiene un comportamiento lineal Cgrafica No.3).

El limite de  deteccidn permitio determinar que 1.8 ug
equivalente a 1 pl de la solucidn de referencia, se detectan en el
cromatograma, .grifica No. 4.

Al evaluar ' los paramétros propuestos para realizar la
validaeidn de la Teécnica de Cromatografia en Capa Fina, como
Método Analitico para la cuantificacidn de Nifedipina en cdpsulas
de gelatina blanda, este demostréd que es especifico, preciso,
exacto, lineal, reproducible y con un limite de deteccidn de
1.2ug, bajo las condiciones en que fué establecido, siendo asi un
métode analitico que proporciona datos ttiles y confiables.

Por lo que la L.écnica cromatogriafica puede ser empleada para
la evaluacidén de la estabilidad de Nifedipina en cdpsulas de
gelatina blanda, permitiende la deteccidn de productos de
degradacidn, que pudieran es‘!.ar presentes, Y tambien la

cuantificacidn del activo.



VIII. CONCLUSIONES

Con el Mélodo Analitico desarrollado por Cromatografia en
Capa fina para la cuantificacién de Nifedipina en cdpsulas de
.gelatina blanda los resultados obtenidos indican que el mdtodo es
especf{fico, preciso, exacto, lineal, reproducible y sensible.

La tédcnica cromatogrdfica permite la deteccidn de posibles
productos de degradacidn o de impurezas en producto y tambien
puede ser empleado en el andlisis de control rutinario.

El método cromatogrifico al ser especifica permite la
evaluacidén de la estabilidad de Nifedipina en cdpsulas de gelatina
blanda, cuando a este producte se le someta a un estudio de
estabilidad,

Se puede conclulr que los objetivos planteados se cubrieron
de manera general y que la Hipdtesis planteada no se pudo
comprobar en su totalidad, puesto por que la partie correspondiente
a Captopril quedo inconclusa.

Se suguiere que en estudlios posteriores se determine la
estabilidad de la muestra, también <se recomienda evaluar al
sistema, mediante la linearidad Cecon una curva de calibracidn de
concentracidn contra respuesta mediad y a la precisidn
Cdeterminada por el andlisis sextuplicado de una misma solucidn de
referencia correspondiente al 100% establecido en la linearidad del

sistenad, para concluir con la validacidn del método analitico.



Con respecto a las tabletas de Captopril, la técnica
cromatogrdfica desarrollada puede ser empleada como Método
Indicative de estabilidad Csemicuantitativamented, ya que detecla
a los productos de degradacién del misme, también puede ser
empleada en el control rutinario del producto puesto que detecta
impurezas del activo,

El no haber podidoe desarrollar un métode en base a la
cromategrafia en capa fina que permitiera la valoracidn de
Captopril en tabletas, para ser empleade en la evaluacion de la
estabilidad, fue como se indicd en su oportunidad, causado por la
interferencia de los soporte cromatogridficos probados.

Por lo que se recomlenda en caso de retomar 21 desarrollo de
la técnica cromatografica 1la sustitucidn del soporte por
materiales como las poliamidas que por sus caracteristicas podrian
no interferir en la cuantificacidn del activo, tambien seria
recomendable el uso de otro tipo de reaccidn diferente a la
formacidn del diazocompuesto que permita obtener un derivado
colorido mis estable para realizar la valoracién

espectrofotométrica en el rango visible.
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ANEXO 1

FORMULARIO DE VALIDACION
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PARAMETROS EVALUADOS EN LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO

1. EXACTITUD
1.1 Evaluacidn
1.1.1 Mediante el Porciento de Recobro (% Rec.)

Cdlculo del % Rec.=
Dede estar comprendido entre el 98% y el 102%.

1.2.1 Mediante el Coeficiente de Variacidn C(CV>
Caleulo del cv= -E-x 100

Este debe ser menor o igual al 2%.

donde:
s= desviacidén estandar de los datoz de %Rec., s=
x= media del 2% Rec. §=$xi/n

k

n= numero de ensayos

1.2.3 Mediante la Prueba Estadistica t de Student.
1.2.3.1 Contraste de Hipdtesis
Ho = 100%
Ha p# 100%
"exp= _g‘;‘; -
donde:
M= media poblacional con un valor de cdlculo del 100%
Ho= hipdtesis nula
Ha= hipdtesis alterna
Area de Aceptacidn

t < t = ¢ Si se cumple esta exprsidn se
tab - 2 oxp tab g-or2

acepta Ho.

donde:
a=nivel de significacidn de 0.05
Lo t‘o.ws Cvalores en el anexo 2)
gl= grados de libertad = n-1
Intervalo de Confianza

-t * s/YRIC R X + t * soVR
- -2 r1 X,‘< - 1-w/2
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2. PRECISION
2.1 Evaluacidn
2.1.1 Repetibilidad
2.1.2 Mediante % Rec. que debe estar comprendido entre el
98% y 102%.
2.1.3 Mediante CV el cual debe ser menor o igual al &%.

2.1.4 Mediante la prueba estadistica ji cuadrada
Contraste de Hipdtesis

Ho o = 2%

Ha o > 2%

2 -5931)5_§f dende:

i exp 2 °
ag

az= desviacidn estandar poblacional al cuadrado
s®= varianza de los datos de % Rec.

Area de Aceptacidén

2 2 2

< = .

iexp™ xilcb ttab xx-u/z xo.ms' si se cumple
lo anterjior se acepta Ho.

a=0. 05 gl= n-1

Intervalo de Confianza
cn-13% s°l ¢ o ¢ (\fen-1> x §°
— axp —_— .

e
1-or2 oz
Los valores. de tablas de Ji cuadrada se localizan en el

anexo 2.

2.2 Reproducibilidad
2.2.1 Evaluacidn
2.2.2 Mediante el CV. que debe ser menor o igual al 2%.
2.2.3 Mediante un Andlisis de Varianza
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ANALISIE DE VARIANZA

Fuente de|grados de | Suma de Cuadrados | Media de Fiab
variacidén {libertad sC Cuadrados
B e S R —
Yt Y
Analista a-1 be abo SCA/glA Fo.ps
A a=-1
ol =gy
.2 2
Difas b-1 F21 € N sc sgi F
ac abc 1 D o. 08
=Bzl
D 9 =1I7ER
.2 .2 2
Interaceién |a-1cb-1> | ZLi FLLT_EILT, Yoo g F
] be ac abc| AD AD 0. o5
A-D
1=271Ch1d
o 9 "3bce=1>
- L2z
Error abCe-> sYip? - Triik s¢_ gl
— < B E

Factores de variacidn
~Analista CA)Y; area de aceptaclidn:
FoupA< Fo. ”A
-Dia C(D); area de aceptacidn:
Fuxpn< Fo. o5
~Interaccidn Analista-Dia CA-D); area de aceplacidn:
Foxp < Fo.o5
AD AD
Los valores de tablas de la distribuclidn FF se localizan en el

anexo 2.

3. LINEARIDAD
3.1 Evaluacidn
3.1.1 Mediante el %

Rec. a cada nivel ensayado y el global,

deblendo de estar comprendidos los valores entre el 98% y el 102%.

3.1.2. Mediante CV a cada nivel evaluado y el total, para que
se cumpla los valores deben de ser menores o iguales al 2%.
3.1.3 Por medioc de una Regresidén Lineal.



Cdlculo de la pendiente (m2
n_Ixy -

- nEXT = TC RO

Cdlculo de la ordenada al origen Cad

am CEYD CEx?) - CExICEXYD
n Ex? - CExD

Cdlculo del ccoeficiente de correlacidn <(rd

donde:

x= mg. adiclonados
Y= mg. recuperados
n= nuimero de datos
%= media de los datos de mg adicionados
media de los datos de mg recuperados
%X"=media al cuadradeo de x
y =media al cuadrado de y

Ecuacidén que representa al Método:

y= a + mx + Eij donde Ei) es el Error Experimental.

Cdlculo del Error Experimental:

Eij= ZCyi —;i) donde ; es obtenida por la correccidn

de datos a partir de la recta.
quculo del Error tipico de estimacidn Cs /x)

~ =2
.
yon

3.1.3.1 Evaluacidén de la Pendiente Cmd), con t de student.

Xy 1

Contraste de Hipdtesis:

Ho Bo =1
Ha Bo # 1
I - Cb - Bo) sX i
oxp
v/
Area de aceptacidn:
< = = = ne-
"o'/z_ Laxp_ L‘_m/2 a=0.05 y gl= n-2

lo anterior se debe de cumplir para aceptar Ho y considerar a la

pendiente como 1.
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3.1.3.2 Evaluacidn de la Ordenada al Origen Cad, con t de
stdent.
Contraste de Hipdtesis:

Ho Ao = 0O

Ha 4o # O
I = a_~_Aec
oxp

Area de aceptacldn:
< =< =i = -
Lu/z_ L”‘P_ "x-o./z a=0.05 y gl= n-2
al cumplirse lo anterior se acepta Ho y se considera a la
ordenada al origen del método como O.
Si se cumple que m sea considerada como 1 y a come O el

método reporta un comportamiento lineal.

4. LIMITE DE DETECCION
4.1 Evaluacidn

4.1.1 Se evalua la cantidad adicionada contra cantidad
recuperada, se efectua la regresidn lineal y con los datos
obtenidos de pendiente C(md, ordenada al origen Cad, Iy, Zyz y Zxy
se calcula el error tipico de estimacidn ng/x) el cual se
multiplica por 1,86 que se debe de graficar paralelamente y el
intercepto con el eje de la ordenada corresponde a la minima

cantidad detectada mediante el método evaluado.
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TABLA I

TABLA II

TABLA III

ANEXO 2

VALORES DE LA DISTRIBUION t DE STUDENT

VALORES DE LA DISTRIBUCION F CON UNA
PROBABILIDAD ACUMULADA DE 0. 85

VALORES DE LOS PERCENTILES DE LA DISTRIBUCION
Ji CUADRADO
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TABLA I

Tobla No. X

PERCENTILES DE LA DISTRINGCION £° ° <

fo.oe foon to.e Toms toen

Mo mm———
SE2S% WITSS Sowwo wawwm=|{%

bty

608
2.9200

1919

(B3]

1316

1315

1.314

1213

(817}

50

0321 1.)062

0307 [.30)1

Be97  1.3007

8429 12907

477 1.2939

8458 1.29)9

. 8462 1,291

4337 1.2950

B33 12901

8446 1.2007

08442 12876

3419 1.286%

.. 08436 1.236.
02537 03132 08¢ LI
02533 0.3244 0.8416 12816
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TABLA II
Fons

FERCENTILES DE LA DETRISUCKN F

“Nabla No. U

FE98e

wRme

asany
b

HTH
Ama

2333
23334

53594

-

222y
et
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TABLA ITI

PERCENTHFS DE LA DISTRISUCION N-CUADRAINY

o P x
] 1843 1633
1 e 9.211
3 4z 043
4 1900 13
b I (B}
¢ I 16,
7 10} 2
1 )0 0.1
¥ 241 21,
e 442 ).
13 18 .63 ) 24,
12 12384 012 26!
[} 13.636 s 17,
5] 14,683 131 29,
13 15703 Bl 30,
16 16.740 10.483 32.000
1 17824 613 Nam
1] 18868 160 3s03
0 19910 .900 daael  3as2
0 10,93/ 25000 s A9 907
n 21 4140t
i k3 42.995
2 24 43'1K0
M 13, 43.338
k) 26 46924
% 2. 45.290
1 w4 avess
2 9.249 ¥91
» 30.2 51336
X nne 33.672
3 36.473 60.273
“ 41612 68768
4 48.74| 13166
% 31392 79.490
" &y 932
» 72.348 104.213
|3 823 HEA
92,76 128 299
102946 10606 4016
1LY 121616 16).640
142 269 186146
160376 209424
% 119446 127086 23620
.93 249438 2332
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